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The adsoiption speed of proteins from" solutions on surfaces 
in the area of boundary layers is frequently so high that a depletion 
of the proteins results in the boundary layer. As a result, the entire 
reaction is transfer-dependent thus substantially disrupting the 
determination of the speed constants. Up to know, it has not been 
possible to remove these limitations with regard to transfer in preart 
total internal reflection fluorescence (TIRF) analysis chambers or 
biosensor systems having a liquid boundary layer of 10 ;im thick 
and mass transfer coefficients of lO-^-iO-^ m/s. An ultra thin liquid 
layer results on the surface having a thickness of 100-200 nm, 
whereby boundary layers having a thickness of less than 100 nm* 
are also technically possible, with the aid of a TIRF flow-through 
shear analyzer in which a determined unit of volume of a fluid 
which cannot be mixed, for example an air bubble, is fed to the 
buffer cunrent. The novel TIRF flow-through shear analyzer thus 
permits the generation of ultra thin liquid layers while increasing 
the mass transfer coefficients for proteins by 50 to 100 times such 
that the sorption speed constants can be determined without limitations with regard to transfer. 
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(57) Zusammenfassung 

Die Adsorptionsgeschwindigkeit von Proteinen aus Losungen an Oberflachen im Bereich von Grenzschichten ist haufig so gross dass 
es zu einer Veramiung des Proteins in der Grenzschicht kommt, Hierdurch wird.die Gesamtreaktion transportabhangig, was die Bestimmuno 
der Geschwindigkeitskonstanten empfindlich ston. Bisher ist es in bekannten TIRF-Analysenkammem oder Biosensor-Sysremen mit einer 
Fliissigkeitsgrenzschicht von -^10 /zm Dicke und Massentransponkoeffizienten von lO-^-lO-^ m/s nicht moglich, diese Transportlimitieruna 
aufzuheben. Mit Hilfe eines TIRF— Ourchfluss— Scheranalysators, bei dem eine bestimmte Volumeneinheit eines nicht mischbaren Fluids' 
beispielsweise einer Luftblase, dem Pufferstrom zugespeist wird. entsteht eine ultradunne Flussigkeitsschicht auf der Oberflache mit einer 
Dicke von IOQ-200 nm, wobei auch Grenzschichten unter 100 nm Dicke technisch moglich sind. Der neue TIRF-Durchfiuss-Scheranalysator 
erlaubt somit die Ei-zeugung ultradunner Flussigkeitsschichten unter Erhohung der Massentransponkoeffizienten fur Proteine um das 
50-lOOfache, so dass die Sorptionsgeschwindigkcitskonstanten ohne Transport! imitierung bestimmt werden kSnnen. 
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Durchflufl-Scheranalysator fur bioloqisch aktive MolekQle in 
Flussigkeitsschichten auf Oberf lachen 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft einen Durchf luii-Scher- 
analysator mit Mittein fiir eine rasche Durchmischung und die 
Erzeugung ultradunner Fliissigkeitsschichren mit den Merkmalen des 
Hauptanspruches zur Messung insbesondere der adsorptions- 
desorptions- und reaktionskinetischen Eigenschaf ten von 
10 biologisch aktiven Molekiiien an Oberfiachen sowie Verfahren zur 
Bestimmung dieser Eigenschaf ten. 

Oberfiachen treten in heterogenen Systemen auf, in denen 
beispieisweise mehrere Phasen mit reinen Oberfiachen aneinander 

15 stolen, wobei die einzelnen Komponenten durch eine Grenzflache 
geschieden werden. Betrachtet man die grenznahe Ausdehnurig 
einer Phase auf einer Oberflache, so spricht man von einer 
Grenzschicht . Bei der Anreicherung beispieisweise von Proteinen 
in einer Grenzschicht an einer Oberflache, die durch nicht- 

20 kovaiente Bindungskraf te bewirkt wird, spricht man von 

Adsorption (bei einer Abreicherung von Desorption) , Vorgange, 
die durch Sorptions kinetiken charakterisiert sind. In Folge- 
reaktionen an der Oberflache, in deren Verlauf das Protein 
Konf ormationsanderungen oder Strukturanderungen ( Primar- 

25 struktur) durchmachen kann, Bindungen mit Liganden eingeht oder 
aber kovaiente Bindungen mit der Oberflache geknupft werden 
- Vorgange, die durch Reaktionskinetiken charakterisiert sind - 
findet die Adsorpt ionsreaktion haufig ihren AJ^schluIi. 

30 Das Ver#lilten von biologisch bedeutsamen Molekulen, 

beispieisweise von Proteinmolekiilen, an Oberfiachen ist wichtig 
bei der Beurteilung von Vorgangen in der Biologie, der 
Biochemie, beim Einsatz von Biosensoren und bei der Beurteilung 
von biomedizinischen Materialien. Dabei sind die Eigenschaf ten 

35 der Oberfiachen bei chromatographischen Verfahren, bei 

Biosensoren und die Biokompatibilitat der Implantate von der 
Bindungsf Shigkeit der Proteine und ihrer Liganden an die 
Oberflache abhancig. Bei Biosensoren kann aus der Bindung von 
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Proteohormonen an besonderen Oberf lachen auf die 'Hormonkon- 
zentration. im Blut geschlossen werden, bei Implantaten dagegen 
kann die Ablagerung von Plasmaproteinen an dem Fremdmaterial 
zur Entstehung von Thrombosen und der Aktivierung des 



Fur die direkten Online-Messungen der Wechselwirkung von 
Proteinen und deren Liganden mit Oberflachen wird im Stand der 
Technik beispielsweise die Oberf lachen-Plasmonresonanz , die 
Interf erometrie, die Ellipsometrie, die Ref lektometrie oder 
bevorzugt die totale interne Ref lektionsf luoreszenz-Technik 
("total internal reflection fluorescence" - TIRE) . verwendet , 
bei der ausgenutzt wird, dafi ein einfallender Lichtstrahl an 
einer Grenzschicht zwischen einem optisch dichteren Medium 
(beispielsweise ein Feststoff) und einem optisch dunneren 
Medium ( beispielsweise einer Flussigkeit) total reflektiert 
wird, wenn der Einf allswinkel grower als der kritische Winkel 
fiir das optisch dichtere Medium ist. Am Ref lektionspunkt im. 
optisch dichteren Medium tritt eine senkrecht zur Oberflache 
des dichteren Mediums stehende Welle der gleichen Frequenz wie 
die Frequenz des einfallenden Lichtes auf (sog. evaneszente 
Welle), die sich in das diinnere Medium ausbreitet. Die 
Amplitude der evaneszenten Welle nimmt dabei exponentiell im 
optisch dunneren Medium ab. Die Durchdringungstief e dieser in 
die Untersuchungslosung austretenden evaneszenten Welle ist 
abhangig von der Wellenlange und im allgemeinen geringer als 
200-300 nm, jedoch ausreichend tief, um Fluorophore in der Nahe 
der Grenzflache anzuregen, wobei eine Anregung des grofiten 
Teils der in der Losung (Bulklosung) befindlichen Proteine 
vermieden wird. 

Bei Verwendung einer Anregungswellenlange von 290 nm ist es 
moglich, den Tryptophanchromophor in einem Protein selektiv 
anzuregen, der ein Fluoreszenzmaximum bei 350 nm besitzt. 
Anderseits ist es auch moglich, uber chemische Modifikation 
einen zusatzlichen Fluorophor in das Protein einzufaringen. 



Komplements f iihren . 
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wobei jedoch die Gefahr der konf ormationellen Andfe'rungen der 
Struktur des Proteins besteht. 

Nach der Durchmischung der Probe in der Probenkammer hangt die 
gemessene Adsorptionsrate des Proteins an der Oberfiache ohne 
Oder bei nur geringer Stromung von drei unterschiedlichen 
Schritten ab: 1. dem Massentransport des Proteins in die 
zwischen Fliissigkeit und rest korperoberf lache ausgebildete 
Grenzschicht / 2, der intrinsischen Bindungsgeschwindigkeit und 
3. der intrinsischen Dissoziarionsgeschwindigkeit - Wenn die 
Bindungsgeschwindigkeit sehr niedrig ist, wie es bei z.E. sehr 
niedrigen Oberf lachenkonzentrationen der Bindungsstellen fiir 
das Protein am Feststoff der Fall ist, wird keine Verarmung an 
Protein in der Grenzschichc auftreten, und die 
Adsorptionsgeschwindigkeit wird nur von der intrinsischen 
Bindungsgeschwindigkeit abhangen . 

In vielen Fallen isc jedoch die Bindungsgeschwindigkeit hcher 
als die Transportgeschwindigkeit , so da5 die Diffusion nicht 
ausreichend ist, die Konzentration an Protein in der 
Grenzschicht auf einem bestimmten Niveau zu halren, was die 
Gesaintreaktion von dem Massentransport abhangig macht . Das 
bedeutet, dafs die Adsorptionsrate beispielsweise srark vom 
Riihren abhangig ist. 

Es tritt auch der Fall ein, da!i die Durchmischuncs- 
geschwindigkeit der Probe im Auf nahmevolumen der Probenkammer 
kleiner ist als die Transportgeschwindigkeit oder die 
Bindungsgeschwindigkeit, und da5 sie somit geschwindigkeits- 
bestimmend fur die Adsorptionsrate des Proteins wird. Eine 
einfache Losung fur die Reduktion der bei 2-3 s liegenden 
Durchmischungszeiten in Probenkammern von 100-200 ^1 Volumen 
wurde im dem Stand der Technik bisher nicht gefunden. 

Im Stand der Technik wurden einige Losungsans^t ze zum Messen 
der adsorptionskinetischen Daten verof f entlicht , die versuchen, 
dem Massentransport Rechnung zu tragen. Der Massentransport- 
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koeffizient (Km), der als Km = D/d (D = Dif f usions'konstante, d 
= Schichtdicke) definiert ist, liegt bei einer nicht gertihrten 
Schichtdicke von 10 ]im beispielsweise flir Fibrinogen 
bestenfalls bei 2 x 10*^ m/s and fuhrt zu einer deutlichen 
Transportlimitierung. Wenn man jedoch ein direktes kinetisches 
Signal ohne den storenden Einf luii des Mas sent ransportes 
erhalten will, muii man die Dicke der nicht geriihrten 
Schichtdicke reduzieren und dies in eihem solchen Ausmaii, daih 
die Adsorptionsrate unabhangig von dem Massentransport durch 
die Schicht wird. Fur das let ztgenannte Problem sind im Stand 
der Technik bis j etzt keine Losungen verges chlagen worden . 

Die Aufgabe der Erfindung besteht nun darin, ein MeBsystem und 
Mefiverf ahren bereit zustellen, mit dem adsorptions-, 
desorptions- oder reaktionskinetische Meliwerte fur biologisch 
aktive Molekuie ohne den storenden Einfluli sowohl der 
Durchmis Chung als auch des Mas sent ransports gemessen werden 
konnen. 

Seitens der Erfinder wurde nun uberraschend gefunden, daii diese 
Aufgaben gelost werden durch Bereitstellung (1) eines 
Durchf lufi-Scheranalysators, mit dessen Hilfe die 
Adsorptionskinetik von strahlungsf ahigen, biologisch aktiven 
Molekulen an Oberflachen gemessen werden kann, wobei der 
Durchf luii-Scheranalysators einen Probenkammerblock mit einer 
darin befindlichen Probenkammer zur Aufnahme von Analysen-, 
bzw, Puf f erlosung, die zumindest eine Probenkammerwand aus 
einem strahlungsdurchlassigen Material, beispielsweise einer 
Quarzwand, aufweist, mit einer Zuleitung fur die Analysen-, 
bzw. Pufferlosung in die Probenkammer und mit einer Ableitung 
fur die Analysen-, bzw. Pufferlosung aus der Probenkammer und 
mit einer verschliefibaren In jektionsof f nung zum Einbringen 
einer Probenlosung in die Zuleitung auf der Zuleitungsseite der 
Probenkammer, Mittel zur auJiersten Verkurzung der 
Durchmischungszeit und besonders zur Erzeugung extrem dunner 
Flussgkeitsschichten in der in der Probenkammer befindlichen 
Analysen-, bzw. Pufferlosung, so da5 die Geschwindigkeit. der 
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Adsorption der strahlungsf ahigen Molekule an der -Oberflache der 
strahlungsdurchlassigen Kaininerwand nicht durch den 
Massentransport der Molekule zu dieser Grenzschicht zwischen 
Losung und Oberflache beeinflulit wird, sowie eine 
Strahlungsanalyseeinheit fiir die Leitung und Auswertung der von 
den biologisch aktiven Molekulen emittierten Strahlung aus, 
falls erforderlich, einer Strahlungsquelle, einem 
Strahlungsleiter und einem Strahlungsanalysator , und eine Pumpe 
zur Zufuhrung der Pufferlosung uber die Zuleitung in die 
Probenkammer und gegebenenf alls eine Pumpe zur Abfiihrung der 
Pufferlosung aus der Probenkammer uber die Ableitung umfaJit. 



Mit Hilfe des erf indungsgemaiien Analysacors ist es nach 
kurzester Durchmischung mbglich, in einer extrem dunnen 
Schichtdicke die Sorptions- und Reaktionsgeschwindigkei ts- 
konstanten von biologischen aktiven Molekulen wie Proteinen und 
deren Liganden gegenuber Oberflachen zu bestimmen, wobei die 
Oberflachen mit verschiedensten anorganischen, organischen oder 
biologischen Molekulen oder Materialien mit Hilfe von 
20 chemischen oder physikalischen Verfahren oder einer 

Kombinationen dieser Verfahren modifiziert oder beschichtet 
sein konnen, urn die Adsorptions- Desorptions- oder 
Reaktionscharakteristika der biologisch aktiven Molekule In 
Bezug auf Affinitat oder Spezifitat der Bindung zu steuern. 



Unter biologisch aktiven Molekulen wird erf indungsgemaii jede 
Art von Molekulen einschliefilich monomerer, .<?der polymerer 
Biomolekule sowie deren Liganden verstanden, die in irgendeiner 
Weise eine biologische Aktivitat entfalten. So .kann es sich bei 
den biologisch aktiven Verbindungen beispielsweise urn Proteine, 
Pharmazeutika oder andere in irgendeiner Weise in einem 
Biosystem wirksame chemische oder biochemische Verbindungen 
handeln. Entscheidend ist allerdings, dal3 die Verbindungen in 
jedem Fall auf der Oberflache oder in der Grenzflache durch 
signalgebende Eigenschaf ten einer Detektion zuganglich sind. 
Dies kann der Fall sein beispielsweise durch hervorgeruf ene 
Veranderungen in der Oberf lachen-Plasmonresonanz, des 
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25 



30 



Oberf lacheninterf erenzspektrums, des Brechungs indexes, der 
Oberf lachenref lektion, der Drehung der Polarisationsebene des 
Lichtes, oder vorzugsweise durch Veranderungen in der von den 
Molekulen ausgehenden Strahlung, die beispielsweise durch 
•Anregung eines im Molekul vorhandenen Chromophors 
beispielsweise mit Licht oder durch Markierung des biologisch 
aktiven Molekiils mit einem radioaktiven Isotop erzeugt wird, 
Dabei sollten durch Markieren oder Einbringen beispielsweise 
eines Chromophors in das biologisch aktive Molekul die 
Adsorptionscharakteristika moglichst unverandert gegenilber dem 
nicht markierten Zustand bleiben. 



Falls bevorzugt zur Analyse der von den biologisch aktiven 
Molekulen emittierten Strahlung das TIRF-Verf ahren 
erf indungsgemaiS verwendet wird, weist die Strahlungsanalyse- 
einheit z.B. eine optische Einheit aus einer Lichtqueile, ' die 
einen monochromatischen Lichtstrahl liefert, einen 
Strahlungsleiter , z.B. ein optisches Prisma und einen 
Strahlungsanalysator , z.B. einen Emissionsmonochromator mit 
angeschlo^sener Auswertungseinhei t auf, wobei das Prisma und 
die Lichtquelle derart zueinander angeordnet sind, dai3 der aus 
der Lichtquelle austretende Lichtstrahl uber das auf der 
lichtdurchlassigen Quarzplatte optisch gekoppelt angeordnete 
Prisma in einem Winkel der grower als der kritische Winkel fur 
das dichtere Medium ist, auf die Grenzschicht zwischen 
Quarzplatte und Losung auftrifft, und das gebildete 
Fluoreszenzlicht, das an der Grenzschicht zwischen Quarzplatte 
und Probenf lussigkeit in der Probenkammer erzeugt wird und im 
wesentlichen lotrecht zur Oberflache der Quarzplatte austritt, 
uber ein optisches System in den Emissionsmonochromator 
geleitet 

Um die gewunschte dunne Schichtdicke zu erzielen, sind 
erf indungsgemali Mittel zur Erzeugung von Scherkraften und 
Spaltdrucken vorgesehen, die im Inneren der Probenkammer auf 
die Oberflache der Quarzplatte wirken. Dabei konnen diese 
Scherkrafte erf indungsgemali mechanisch erzeugt werden. Im 
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einfachsten Fall Iconnen die Scherkrafte durch eine'n 
Volumenstrom durch die Kammer oder aber durch die Drehung eines 
zylindrischen Rotors in uninittelbarer Nahe zur MeSf lache 
erzeugt werden. Auf diese Weise erzeugte Scherraten liegen 
beispielsweise in der Grofienordnung von 10^ - 10^ s*^, fuhren zu 
Flussigkeitsschichten von 5-15 Dicke und fordern den Einsatz 
der erf indungsgemaJien Mittel zur Erzeugung ultradiinner 
Schichten sowie der Fortbewegung der erzeugten Schichten. 

Die entscheidende Verringerung der Schichtdicke unter 5 wird 
erf indungsgemaii dadurch moglich, dali mittels einer 
zuleitungsseitig angeordneten Vorrichtung Volumeneinheiten in 
der Grolienordnung von 10-100%, vorzugsweise 50-75%, des 
Kammervo lumens aus einem mit der Kammerlosung nicht mischbaren 
Fluid in Volumenstromsegmente mit vorzugsweise gleichem Volumen 
in die Kammerlosung zugespeist werden, die als Mittel dienen, 
das Flussigkeitsvolumen in der Mel3zelle und die Flussigkeits- 
schicht auf der Meiif lache extrem zu reduzieren. Bei der 
Kammerlosung kann es sich um eine hydrophile, waBrige oder aber 
auch um eine hydrophobe, organische Fiussigkeit handeln, wobei 
das nicht mischbare Fluid so beschaffen ist, das es im ersten 
Fall nicht mit der hydrophilen und im zweiten Fall nicht mit 
der hydrophoben Fiussigkeit mischbar ist. Vorzugsweise handelt 
es sich bei der Kammerlosung um eine Pufferlosung hydrophiler, 
waliriger Art. Vorzugsweise erfolgt die Anordnung so, daii eine 
Volumeneinheit des vorgenannten Fluids direkt vor der Zugabe 
einer Analysenlosung in die durch die Probenkammer geleitete 
Pufferlosung eingebracht wird und so durch Verdrangung des 
Flussigkeitsvolumens das wirksame Kammervolumen und somit die 
Durchmischungszeit reduziert, die Probenkammer freispult, und 
der Spaltdruck zwischen Fluid und Probenkammerwand dabei eine 
extrem dunne Flussigkeitsschicht zwischen 10 und 300 nm 
erzeugt, die keine mei3bare Transportbarriere mehr darstelit, da 
sich der Massentransportkoef f izient beispielsweise fiir 
Fibrinogen um mehrere GroBenordnungen auf 10""* bis 10"^ m/s 
erhoht . 
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Bei dem in die Pufferlosung eingebrachten Fluid kann es sich 
beispielsweise urn ein Gas oder eine mit der Pufferlosung nicht 
mischbare Flussigkeit handeln. Bevorzugt ist die Verwendung von 
Gas, im einfachsten Fall von Luft, Bei der Verwendung von Gas 
als nicht mischbarem Fluid kann eine einzelne Gasblase bei 
Einbringen in die Zufiihrung je nach Stromungsbedingungen in der 
Zuleitung in eine Reihe von kleineren Gasblasen nach Art einer 
"Perlenschnur" zerrissen werden. Ferner ist es bei der 
Verwendung von Gas als nicht mischbarem Fluid auch moglich, die 
Schichtdicke zwischen Gasblase und Probenkammerwand in der 
Probenkammer dadurch. zu verringern, daI3 der Druck unter dem das 
Gas in die Zuleitung eingebracht wird, erhoht wird. Dabei wird 
der erf indungsgemafie Durchf lufi-Scheranalysator bevorzugt als 
ein geschiossenes System ausgebildet, d.h. im Leitungssystem 
des Analysators wird ein gegeniiber dem AuiSendruck erhohter 
Druck aufrecht erhalten. 

Die Zufuhrung des Fluids zuleitungsseitig in die Zuleitung fur 
die Pufferlosung kann beispielsweise iiber ein Zweiwegeventil 
erfolgen, das jeweils einen Anschluii fur die Zufuhrung der 
Pufferlosung und das Fluid sowie eine Abfuhrung des gebildeten 
Volumenstromes zur Probenkammer aufweist. Die Zufuhrung des 
Fluids kann kontinuierlich oder diskontinuierlich erfolgen, 
wobei bei letzterer Moglichkeit z.B. uber die Stellung des 
Zweiwegeventils zwischen der Zuleitung der Pufferlosung und des 
Fluids hin und her geschaltet wird. 

In der einfachsten Ausfuhrung des Scheranalysators handelt es 
sich urn ein geschiossenes System und bei der Probenkammer um 
eine Durchf luiiklivette mit einem senkrecht zur FluJirichtung 
rechteckigen oder kreisf ormigen Querschnitt, die beispielsweise 
in einen Probenkammerblock eingesetzt ist und an deren 
Wandabschnitt die Strahlungsanalyseeinheit , z.B. die optische 
Einheit zur Leitung und Messung der von den Molekiilen 
emittierten Strahlung angeordnet ist. Bei einem Kammervolumen 
von 100-200 \il kann das Durchf lufivolumen Werte von 1-1000 
ml/Std., vorzugsweise 150-200 ml/Std, annehmen, wobei 
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Scherraten bis zu einer Grolienordnung von 10"* s"*^ Oder dariiber 
entstehen konnen. Zuleitungsseitig wird eine definierte 
Volumeneinheit eines nicht mischbaren Fluids vor der zu 
analysierenden Probe zugespeist als Mittel zur Reduktion der 
Flussigkeit in der Kammer und somit der Durchmischungszeit , 
insbesondere aber zur Erzeugung einer extrem diinnen 
Flussigkeitsschicht . Bevorzugt ist eine kontinuierliche 
Durchstromung unter Erzeugung einer konstanten Scherrate 
(vorzugsweise 500-1000 s*M in einer Richtung, unter Bewegung 
der ultradunnen Flussigkeitsschicht durch den Flussigkeitsstrom 
in den TIRF-Me5bereich hinein, wobei die Temperatur konstant zu 
halten ist. Die biologisch aktiven Molekule werden im Bereich 
der fest/flussig Grenzfiache an der Quarzglaswand der 
Probenkammer adsorbiert und durch die optische Einheit am 
Analysator detektiert. 

Sollen sehr schnelle relaxationskinetische Experimente 
durchgefuhrt werden, wird bei hoher Durchf luiigeschwindigkeit 
eine Volumeneinheit des nicht mischbaren Fluids vor der 
Analyseniosung in einem kontinuierlichen Strom in die 
Probenkammer geleitet. Befindet sich das nicht mischbare 
Fluidvolumen und somit die extrem dunne Flussigkeitsschicht 
vorzugsweise im Bereich des Melifeldes, wird der Flussigkeits- 
strom augenblicklich angehalten (sog-. "stopped flow" oder 
"stopped-f low concentration jump" Methode) , damit die 
Wechselwirkung des biologisch aktiven Molekuls mit der 
Oberflache in Abwesenheit von Scherkraften an einer definierten 
Stelle der Quarzglaswand vom optischen System aufgenommen 
werden kann. Im Verlauf eines solchen Experimentes kann es 
notwendig werden, den Flussigkeitsstrom in seiner Richtung 
umzukehren, um beispielsweise im selben Experiment andere 
Bereiche der extrem dunnen Flussigkeitsschicht, der 
Grenzschichten oder der Fluidphase zusatzlich oder bei einer 
anderen Temperatur einer Messung zuzufiihren, Auch laiit sich die 
Temperatur im Stromstillstand sprunghaft verandern, um 
"stopped-f low temperature jump" Experimente durchzuf uhren . 
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In dem erf indungsgemafien Durchf luii-Scheranalysator konnen sich 
die biologisch aktiven Molekule nach der Zufuhrung des nicht 
mischbaren Fluids in vier Bereichen befinden: (1) -in der 
fest/flussig Grenzschicht , (2) in der f lussig/Fluid 
Grenzschicht , (3) in der Flussigkeitsbulkphase oder (4) der 
FluidbuLkphase . Im Bereich der durch das vorgenannte Fluid 
erzeugten ultradunnen Flussigkeitsschicht sind bei 
hinreichender Eindringtief e der evaneszenten Welle 
Konzentrationsveranderungen der biologisch aktiven Molekule in 
alien vier Bereichen einer Messung zuganglich. 

In einer anderen bevorzugten Ausf uhrungsf orm, eines offenen 
Systems, ist der erf indungsgemaiie Analysator derart 
ausgestaltet , dafi die Mittel zur Erzeugung der extrem dunnen 
Flussgkeitsschichten dadurch ausgebildet sind, daii die 
Probenkammer in Form einer zylindrischen Rheometer kammer zur 
Aufnahme von Analyse- bzw. Pufferlosung ausgebildet ist, deren 
eines Ende von einer lichtdurchlassigen Quarzplatte dicht 
verschlossen ist, in der ein zylinder f ormiger Rotor, bevorzugt 
aus einem lichtdurchlassigen Material, drehbar gelagert ist, 
dessen AuBendurchmesser dem Innendurchmesser der 
Rheometerkammer angepaBt ist, wobei der zylindrische Rotor an 
der, der Quarzplatte zugewandten Seite kegelformig ausgebildet 
ist und die Quarzplatte mit der in der Drehachse des Rotors 
liegenden Kegeispitze beriihrt; und die eine Zuleitung und eine 
Ableitung fur die Pufferlosung in die aus 

Rheometer kammer innenwanden, Rotorkegel und lichtdurchlassiger 
Quarzplatte gebildeter Probenkammer, aufweist, und ein Motor 
zum Antrieb des Rotors vorgesehen ist. 

Diese Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemafien Analysators besitzt 
dabei als wesentliche Bestandteile die Analysatoreinheit und 
die optische Einheit, die an die Analysatoreinheit gekoppelt 
ist. Die Analysatoreinheit weist dabei einen Kammerblock mit 
einer darin befindlichen zylindrischen Rheometerkammer auf, in 
der ein Rotor aus einem lichtdurchlassigen Material wie 
beispielsweise Polymethylmethacrylat drehbar gelagert ist. 
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wobei der AuBendurchmesser des Rotors dem Innendur.chmesser der 
zylindrischen Analysatorkammer angepafit ist. 

Das Ende der Analysatorkammer ist von einer lichtdurchlassigen 
'fasten Platte, z.B, einer Quarzglasplatte, deren Oberflache 
chemisch oder physikalisch modifiziert sein kann, verschlossen, 
wobei der Rotor an der lichtdurchlassigen Quarzplatte 
zugewandten Seite kegelformig ausgebildet ist, und der Rotor 
mit der Kegelspitze die iichtdurchlassige Quarzplatte beruhrt 
und die eigentliche Analysaror kammer bildet. Der Winkel in der 
Kegelspitze zur Drehachse ( Kegelschrage/Drehachse ) betragt 
dabei etwa 85° bis 89.9°, vorzugsweise 89°, so dali eine 
Probenkammer mit einem um die Drehachse des Rotors vorhandenen 
dreieckigen Radialquerschni t t gebildet wird, wobei der 
Dreieckswinkel an der Kegelspitze etwa 0.1° bis 5°, 
.vorzugsweise 1°, betragt. 

Der Durchmesser der Rheometer kammer bzw. des Rotors, im 
allgemeinen etwa 2-4 cm, ist dabei so aufeinander in 
Abhangigkeit von dem zuvor genannten Dreieckswinkel bestimmt, 
daih sich ein Probenkammervolumen von 10 bis zu 1000 pi, 
vorzugsweise 50 bis 150, besonders bevorzugt 100-120 pi ergibt. 
In die Probenkammer wird eine Pufferlosung ufaer eine Zuleitung 
ein- und uber eine Ableitung abgeleitet, die bevorzugt in der 
Quarzplatte angeordnet sind. Durch den sich drehenden Konus 
wird auf. der Quarzplatte, auf der das Protein adsorbiert werden 
soil, ein Scherkraf tf eld zur Erzeugung von Scherraten uber die 
in der Probenkammer befindliche Pufferlosung erzeugt, und es 
ist entsprechend nach Einbringung der zu untersuchenden, das 
Protein enthaltenden Losung moglich, die Adsorption des 
Proteins an die Oberflache in Abhangigkeit von der Drehzahl des 
Rotors zu untersuchen. 

Dabei ist die Kammer bevorzugt so ausgebildet, dali gleichzei- 
tig, d.h. bei Drehung des Rotors, das Durchf luftvolumen (Kammer 
mit 1° -Winkel) eine Grofie zwischen 1 bis 500 ml pro Stunde, 
vorzugsweise 150 ml/Std., einnehmen kann. Dieser 
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Voiumendurchstrom erzeugt zusatzlich eine signifikante 
Scherrate in einer Grolienordnung bis zu 10"* s'S so dali ein 
System entsteht, bei dem die Gesamtscherrate als Summe aus der 
Scherrate des Durchflusses und der Scherrate der Kegelrotation 
betrachtet werden kann. 

Mit Hilfe der erf indungsgemaiien Vorrichtung und des unter 
Verwendung der Vorrichtung angewandten Verfahrens ist es 
moglich, die Proteinadsorption in der fest/flussig Grenzschicht 
an der Quarzglasplatte unter genau definierten externen 
Scherkraf ten und Schichtdicken zu bestimmen. Die Vorrichtung 
kann auch verwendet werden, um beispielsweise die 
Scherbedingungen . im Blutstrom in vivo wahrend der 
Proteinabsorption zu simulieren, und die durch den FluB 
induzierte Scherung bei adsorptionschromatographischen Saulen 
fiir Proteintrennungen zu analysieren. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm sind die Zuleitung und die 
Ableitung der Pufferldsung in die Probenkammer in einer Linie 
mit der Kegelspitze auf der Quarzplatte angeordnet, und weiter 
bevorzugt ist die Zuleitung in der Nahe der Kegelspitze 
angeordnet. So kann die Untersuchungslosung an der Steile der 
Probenkammer eingebracht werden, an der diese die geringste 
axiale Ausdehnung besitzt (damit die zu durchdringende Schichr 
bei der Adsorption der Proteine an die ggf . modifizierte 
Oberflache der Quarzplatte eine moglichst geringe Dicke 
aufweist), und so ist eine moglichst geringe Schichtdicke zur 
Adsorption der Proteine an die ggf. modifizierte Quarzplatte 
von den Proteinen zu durchdringen . 

Bevorzugt befindet sich die In j ektionsof f nung zur Einbringung 
-*der Probenlosung in der Zuleitung der Pufferlosung in die 
Probenkammer, besonders bevorzugt in der Zuleitung in der Nahe 
der Quarzplatte an der Steile, wo Quarzplatte und Zuleitung 
miteinander verbunden sind. Bei Einbringen der Probenlosung, 
die die zu untersuchenden Proteine enthalt, bevorzugt in der 
Nahe der Drehachse des Rotors, uber die In j ektionsof f nung 
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mittels einer Pumpe und Zuleitung in die Probenkan^ner wird die 
Probenlosung durch die Pufferlosung verdiinnt radial und 
tangential nach aulien bewegt und die in der Losung enthaltenen 
Proteine kommen dabei mit der ggf . modif izierten 
Quarzoberf lache in Kontakt und werden adsorbiert. 

Von etwa gleich grofier Bedeutung wie die Zuflihrung ist die 
Ableitung der Pufferlosung aus der Kammer, Die Ableitung der 
Kammer kann an eine Saugpumpe angeschlossen sein, die aktiv die 
Flussigkeit aus der Kammer heraussaugt, ein Verfahren was 
vorzugsweise bei of f enen Systemen angewendet wird . Dadurch 
werden extrem hohe Durchf luflraten bis zu 500 ml/.Stunde moglich. 

Oberraschenderweise wurde seitens der Erfinder f estgestellt , 
daii die Empf indlichkeit des Verfahrens entscheidend dadurch 
gesteigert werden kann, wenn direkt vor der zu untersuchenden 
Losung eine Volumeneinheit in der GroBe von 10 bis 100% des 
Kammervolumens, bevorzugt 50-75% des Kammervolumens , eines mit 
der Untersuchungslosung nicht mischbaren Fluids, das aus einer 
mit der Untersuchungslosung nicht mischbaren Flussigkeit oder 
einer Gasblase, die aus einem unedlen oder einem Edelgas 
bestehen kann oder beidem nacheinander besteht, in die 
Rheometer kammer eingebracht wird, um die Adsorptionsoberf lache 
auf der Quarzplatte zunachst von Fremdstoffen f reizuspulen, das 
ef f ektive. , Flussigkeitsvolumen in der Kammer in kurzester Zeit 
auf 10 - 30% fur eine auJierst schnelle Durchmischung innerhalb 
von 0.5-1 s zu reduzieren, hauptsachlich aber, um eine extrem 
dunne Flussigkeitsschicht von 10-300 nm Dicke auf der 
Quarzglasoberf lache zu erzeugen. 

Dabei ist besonders bevorzugt, daB das Einbringen des Fluids in 
die Probenkammer in Form einer Luftblase geschieht, die 
unmittelbar vor der Probenlosung in die Probenkammer 
eingebracht wird und die die in der Probenkammer vorhandene 
Pufferlosung zunachst nahezu vollstandig verdrangt, so dafii eine 
direkte Benetzung der Adsorptionsoberf lache auf der Quarzplatte 
mit der zu untersuchenden proteinhaltigen Probenlosung 
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ermogiicht wird. Die Groiie des Totvolumens bzw. der Luftblase 
betragt dabei bis zu 1000 ^1, bevorzugt bis zu 150 \il und 
besonders bevorzugt bis zu 75 jal . Die Luftblase wird dann durch 
die Absaugvorrichtung augenblicklich entfernt. 

In einer anderen Anwendungsf orm konnen die Drehung des Rotors 
und der Flussigkeitsstrom angehalten werden, vorzugsweise, wenn 
sich die Luftblase und somit die extrem diinne 
Flussigkeitsschicht im MeBfeld der Quarzglasplatte befindet. 

Die vorliegende Erfindung ist daher auch auf ein Verfahren zur 
Analyse einer Flussigkeit auf einen in der Flussigkeit 
vorhandenen Inhaltsstoff gerichtet, das dadurch gekennzeichnet 
ist, daii der durch eine Probenanalysekammer zu leitende 
Flussigkeitsstrom, der auf den oder die Inhaltsstoff e zu 
untersuchen ist, vor Eintritt in die Probenanalysekammer durch 
mit der Flussigkeit nicht mischbare Volumeneinheiten in 
Volumenstromsegmente unterteilt wird und so in die Probenkammer 
eintritt . Dabei kann der Flussigkeitsstrom durch Zuf uhrung von 
Volumeneinheiten aus einer mit der Flussigkeit nicht mischbaren 
Flussigkeit oder Luf tblasen oder be idem in Volumenstromsegmente 
unterteilt werden, so da5 eine wiederholte Erzeugung von extrem 
diinnen Flussigkeitsschichten auf der Oberflache bewer kstelligt 
wird. Das ist z . B . bei sehr langsamen Kinetiken in einem 
niedrigen Konzentrationsbereich notwendig . Dies wird im 
einfachsten Fall dadurch erreicht, daii der Flussigkeitsstrom 
liber ein Zweiwegeventil mit je einer Zufuhrung fur den 
Flussigkeitsstrom der Pufferlosung und das nicht mischbare 
Fluid und einer gemeinsamen Abfuhrung in Richtung der 
Probenanalysenkammer gelgiitet wird, wobei wahrend der Analyse 
des Fliissigkeitsstromes in der Probenanalysenkammer in 
Interval len zwischen den beiden Zuf uhJS'ungsposit ionen am 
Zweiwegeventil intermittierend geschaltet wird. Hierzu wird dem 
Zweiwegeventil sowohl der Flussigkeitsstrom als auch die nicht 
mischbare Flussigkeit oder Luft mit Hilfe von Pumpen zugeftihrt. 
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Wenn in der zu untersuchenden Flussigkeit biologisch aktive 
Moleklile wie z.B, Proteine enthalten sind, konnen die 
adsorbierten Proteine optisch mit Hilfe eines 

Fluoreszenzspektrophotometers mit einer Anregungswellenlange 
von 290 nm und Einissionswellenlange von 350 nm nachgewiesen 
werden. Dazu ist auf der Quarzplatte ein Prisma angebracht, das 
mit der Quarzplatte. z , B . mittels eines Mediums des gleichen 
Brechungsindexes , z.B. Glyzerin, optisch gekoppelt ist. Dazu 
wird ein monochromatischer Lichtstrahl von einer Xenoniampe 
erzeugt, der iiber einen Anregungsmonochromator geleitet in 
einem nahezu rechten Winkel auf das Prisma auftrifft und die 
evaneszente Welle mit den an der Grenzflache fest/flussig 
adsorbierten Proteinen in Wechselwirkung tritt und das in 
diesen als Fluorophor dienende Tryptophan zur Emission von 
Fluoreszenzlicht anregt . Dieses Fluoreszenzlicht tritt in einer 
zur Drehachse des Rotors parallelen Richtung senkrecht zur 
Quarzplatte aus und wird uber ein optisches System aus Spiegeln 
und Linsen in einen Emissionsmonochromator geleitet, der 
wiederum mit einem Photomultiplier zur Bestimmung der 
Lichtintensitat verbunden ist. 

Durch eine zweite bevorzugte Anwendungsart ist es mdglich, dali 
bei Einsatz einer nicht-adsorbierenden Quarzplatte die 
evaneszenne Welle die Grenzschicht fest/flussig 
( Flussigkeit /Quarzplatte) unverandert durchdringt und auf der 
anderen Seite des Flussigkeit sfilmes in die Phasengrenzschicht 
Flussigkeit /Gasblase eindringt, um die Fluoreszenz von in der 
Grenzschicht angereicherten oder an der Grenzflache 
adsorbierten biologisch aktiven Molekulen zeitabhangig zu 
bestimmen, beispielsweise fur die Erstellung von Flotations- 
oder Schaumtrennverf ahren zur Fraktionierung biologischer 
Materialien . 

In einer dritten bevorzugten Anwendungsart ist die vorliegende 
Erfindung darauf gerichtet, die Dicke des extrem dunnen 
Flussigkeitsf ilmes selbst mit Hilfe der evaneszenten Welle zu 
bestimmen. Hierzu wird die Durchf luiizelle mit einer von zwei 
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Luftblasen in einem Schlauch eingeschlossenen unci -dann 
austretenden hochf luoreszierenden Losung, beispielsweise 4 . 5 mM 
Hydroxytryptophan, durchstromt . Passiert die Luftblase das 
MeBfeld und ist die Flussigkeitsschichtdicke grolier als die 
Eindringtief e der evaneszenten Welle, dann wird keine Anderung 
des Fluoreszenzsignales mefibar sein. Ist die Dicke der 
ultradiinnen Flussigkeitsschicht dagegen kleiner als die 
Eindringtief e der evaneszenten Welle, dann wird die evaneszente 
Welle den Fliissigkeitsf ilm ganz durchdringen, d.h. an der 
Grenzflache fest/flussig eindringen und an der Grenzflache 
fliissig/Luft wieder austrete, um in die nichtf luoreszierende 
Luft des Blaseninneren einzutreten, was zu einem sofortigen 
Absinken des Fluoreszenzsignales fuhrt. Da die Eindringcief e 
der evaneszenten Welle bekannt ist, lalit sich die Schichtdicke 
der Flussigkeitsschicht bestimmen. Da ferner die Eindringtief e 
der evaneszenten Welle von der Wellenlange des Lichtes abhangt, 
lassen sich beliebige Eindringtief en fur beliebige Schicht- 
dicken erzeugen. Schichtdickenbestimmungen dieser Art sind von 
groBer Bedeutung fur die Ermittlung von Massentransport- 
koef f izienten biologisch aktiver Molekiile in Grenzschichten fur 
kinetische oder relaxationskinetische Messungen insbesondere 
auch fur Biosensorsyst erne . Desweiteren konnte mit einem solchen 
Verfahren der Schichtdickenbesrimmung die Herstellung 
ulcradiinner Schichten in Materialbeschichtungsverf ahren der 
chemischen Industrie uberwacht werden. 

Das Fluoreszenzsignal wird auf gezeichnet (in Melisignalen pro 
Sekunde)??: CPS in bezug auf die Fluoreszenz der Puf f erkontrolle . 
Selbstverstandlich konnen die Zu- und Abfuhrungen auch in der 
Aufienwand der Rheometer kammer angeordnet sein, wobei allerdings 
die zuvor beschriebene Anordnung der Zu- und Ableitung in der 
Quarzplatte in einer Linie mit der Drehachse des Rotors, bzw. 
der Kegelspitze die vorteilhaf teste Ausf uhrungsf orm darstellt. 



Figur 1 zeigt eine auf die wesentlichsten Elemente vereinfachte 
Form eines Durchf lu/i-Scheranalysators , bestehend zum einen aus 
der einer Durchf lulikuvette ahnlichen Probenkammer (7), die 
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einen zur FluJirichtung kreisf ormigen Querschnitt besitzt. Auf 
dem oberen Wandabschnitt befindet sich zum anderen die optische 
Einheit, bestehend aus Lichtquelle (2), optisch gekoppeltem 
Prisma (3), Fluoreszenzlichtanalysator (1), zur Leitung und 
5 Messung der von den Molekulen emittierten Lichtstrahlung 
angebracht. Links ist zuleitungsseitig eine definierte 
Volumeneinheit eines nicht mischbaren Fluids (6), vorzugsweise 
einer Luftblase, hinter dem voranstromenden Puffer und vor der 
zu analysierenden Probe zugespeist worden. Zwischen Fluid und 

10 Kammerwand wird auf Grund des Spaltdruckes ein extrem dunner 
(100-200 nm dicken) Flussigkeitsf ilm (8) erzeugt, der eine 
flussig/fest (4) und eine f liissig/Fluid (5) Grenzschicht 
ausbildet. In einem soichen geschlossenen Durchflufii- 
Scheranalysatorsystem findet in der Regei ein Flussigkeitsstrom 

15 in Richtung des Pfeiles statt, wobei je nach Bedarf ein 

Stromstillstand (stopped flow) oder eine S tromumkehr erfolgen 
kann. Gieichzeitig kann der hydrostatische Druck in der Kammer 
zur Veranderung des Spaltdruckes erhoht oder erniedrigt werden.. 
Ferner kann beispielsweise durch eine Temperaturerhohung der 

20 Partialdruck in der Luftblase zur Anderung des Spaltdruckes 

variiert werden. Die im Ref lekt ionspunkt des Lichtstrahles (2) 
erzeugte evaneszente Welle durchdringt die ultradunne 
Flussigkeicsschicht senkrecht zur Flulir ichtung nach unten und 
erlaubt die Analyse von biologisch aktiven Molekulen je nach 

25 Randbedingungen in der fliissig/Fest (4) Grenzschicht, der, 
f lussig/Fluid (5) Grenzschicht oder in der Bulkphase der 
ultradiinnen Flussigkeitsschicht (8) oder bei einem fluchtigen 
Molekul im Gasraum selbst. 

50 Im folgenden wird eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm des 
erf indungsgemalien Rheometers unter Bezugnahme auf. die 
beigefugten Figuren 2 und 3 beschrieben. 

Dabei zeigt Figur 2 einen schematischen Langsquerschnitt durch 
15 einen erf indungsgemalien Analysator mit Rheometereinheit in Hohe 
der Drehachse des Rotors; und Figur 3 den schematischen Aufbau 
der verwendeten optischen Einheit. 
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Wie in Figur 2 in einem Langsquerschnitt durch die 



erf indungsgemafte Rheometereinheit gezeigt, ist der drehbare 
Rotor (1) innerhalb der schematisch angedeuteten 
Rotorkaininerwande (2) drehbar gelagert. Der Rotor beruhrt mit 
der Spitze die Quarzplatte (3), die zwischen den 
Rotorkammerseitenwanden (2) dicht abschliefiend gehalten wird. 
In die Probenkammer (4) mundet nahe der Kegelspitze, die die 
Quarzplatte (3) beruhrt, der Zufluli (5) und die uber den Zufluii 
(5) zugefiihrte Fliissigkeit wird uber den Abflu5 (6) aus der 
Probenkammer wieder aktiv durch Absaugen entfernt. Bei Rotation 
des drehbar gelagerten Rotors durch Antrieb des in der 
Zeichnung nicht dargestellten Motors wirken auf den an der der 
Probenkammer zugewandten Seite der Quarzplatte haftenden 
Flussigkeitsf iim, in dem die in der Figur 2 als schwarze Punkte 
dargestellten Proteine (7) enthalten sind, wobei bei steigender 
Drehzahl die Dicke der Flussigkeitsschicht durch die 
Scherkrafte reduziert wird. 

Moglichst in der Nahe der Zuleitung (5) der Puf f erlosung, bzw, 
der in der Zuleitung der Pufferlosung angeordneten, in der 
Zeichnung nicht dargestellten In j ekt ionsof f nung fur die zu 
untersuchende Probenlosung ist optisch gekoppelt ein Prisma (8) 
auf der der Probenkanuner abgewandten Seite der Quarzplatte (3) 
angebracht. Der aus der Lichterzeugungseinheit (9), die hier 
nur schematisch dargesteilt ist, austretende Lichtstrahl wird 
uber das Prisma auf die adsorbierten Proteine gelenkt und regt 
den in den Proteinen vorhandenen Tryptophanf luorophor zur 
Erzeugung eines Fluoreszenzlichtes (10) an, das senkrecht in 
Richtung des Prismas parallel zur Rotationsachse des Rotors (5) 
austritt und in Richtung des Emissionsmonochromators mit 
angeschlossener Auswertungseinheit , die in Fig. 2 nicht 
dargesteilt sind, geieitet wird. 



In Figur 3 ist der Lichtgang des erzeugten monochromatischen 
Lichts genauer dargesteilt, Dabei wird das von der Xenonlampe 
(11) erzeugte Licht zunachst in monochromatisches Lichr 
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umgesetzt , iiber optische Element e wie Schiit zraster , Linsen und 
Spiegel (12) auf das Prisma (8) geleitet und der von der Probe 
emittierte Fluoreszenzlichtstrahl (10) uber Linsen und Spiegel 
(13) in den Emissionsmonochromator (14) geleitet, der mit einei^i. 
Photomultiplier verbunden ist und dessen Signale in einer 
angeschlossenen Recheneinheit (15) ausgewertet werden. 

Unter Verwendung des erf indungsgemaJien Rheometers, wie es in 
Figuren 2 und 3 dargestellt ist, wurden die adsorptions- 
Icinetischen Eigenschaf ten beispielhaft von Fibrinogen gemessen, 
und die erhaltenen Ergebnisse sind in den Figuren 4 und 5 bei 
einer konstanten Temperatur von 23 ""C dargestellt. 

Dabei zeigt Figur 4 den Vergleich der Adsorptions- 
geschwindigJceiten von Fibrinogen auf Quarzglas, wobei vor der 
zu untersuchenden Losung eine Luftblase von 75 \il (geschlossene 
Quadrate) injiziert wurde, bzw, -keine Luftblase (offene ^ 
Dreiecke) in eine Kammer von 120 pi injiziert wurde. Die 
Proteinkonzentration betrug dabei 100 \iq/ml, die Durchf luiirate 
150 ml/Std. und die Scherrate des Rheometers 7200 s"-^. Wie dem 
Diagramm 1 zu entnehmen ist, nimmt durch die Vorinjektion einer 
Luftblase die Halbwerts zeit der Adsorption von 12.7 Sekunden 
(ohne Luftblase) auf 2.6 Sekunden (mit Luftblase) ab. Ferner 
verschwindet die Sigmoiditat der Kurve zugunsten einer 
Exponentialf unktion. Die unkorrigiert en 100% Werte betrugen 
2300 cps ohne und 2000 cps mit Luftblase. 

Figur 5 zeigt die exponentielle Adsorptions kinetik von 
Fibrinogen auf Quarzglas, die mit der.Methode der TIRF- 
Rheometrie unter Vorinjektion einer Luftblase gemessen wurde. 
Bei dieser Messung betrug die im DurchfluJi konstant gehaltene 
Proteinkonzentration 188 pg/ml, die Durchf luiirate 150 ml/Std. 
und die Scherrate des Rheometers 720 s'"^. In der oberen 
Abbildung A ist die original Online-Auf zeichnung der Kinetik 
dargestellt. Die nicht-lineare Anpassung der experimentellen 
443 Punkte an eine Exponentialf unktion 
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[(F = Fmax (1 - e " ), wobei F die Fluoreszenz in cps, Fnvax 
die maximaie Fluoreszenz in cps, kobs die observierte 
Geschwindigkeitskonstante als Anstieg der Exponentialf unktion 
. und t die Zeit darstellen.] ergab die Werte kobs = 0.261 + 0.006 
s'S P-Wert der Residuals = 0.138 und = 0.90. Werden die bei 
verschiedenen Fibrinogenkonzentrationen (Co) gemessenen kobs- 
Werte als Funktion der Konzentration Co nach der Gleichung kobs 
= k+i Co + k-i aufgetragen, so ergibt sich eine Gerade, bei der 
sich aus dem Schnittpunkt mit der Ordinate die 

Desorptionsgeschwindigkeitskonstante (k-i = 0.082 s"^) und aus 
dem Anstieg der Geraden die Adsorptionsgeschwindigkeits- 
konstante (k+i = 3.5 x 10^ M'^s'M gleichzeitig bestimmen lassen. 
Unabhangige Best immungen der Desorpt ionsgeschwindigkeiten des 
Fibrinogens mit Hilfe der Luf tbiasentechnik erlaubten die 
Ermittlung zusatzlicher Geschwindigkeitskons tariten der 
Desorption (k-2 = 2 x' 10"'* s"S k-3 = 5.8 x 10"^ s"^) , die sich auf 
Reaktionskinetiken zwischen den adsorbierten Moleklilen auf der 
Oberflache, Konf ormationsanderungen ( ks - 0,1 s"^) oder aber auf 
Reaktionen mit Liganden des adsorbierten Proteins zuruckfuhren ■ 
lie/ien. Im einfachsten Fall stellt die Bindung eines zweiten im 
Puffer gelosten Fibrinogenmolekuls an ein auf der Oberflache 
adsorbiertes erstes Fibrinogenmolekiil einen solchen Liganden 
dar, wobei bekanntermal^en eine Proteindoppel- oder 
-mehrfachschicht auf der Oberflache entsteht . Doch konnen auch 
lonen, organische Molekule oder auch Kofaktoren solche Liganden 
darstellen und zu veranderten Geschwindigkeitskonstanten 
fuhren. 

Figur 6 demonstriert in der Ausf uhrungsf orm des 
erf indungsgemalien Rheometers die Messung des Eindringens der 
evaneszenten Lichtwelle in und durch die ultradiinne 
Flussigkeitsschicht hindurch in den Gasraum der Luftblase bei 
einer konstanten Temperatur von 23 °C. Ein Hydroxytryptophan- 
standard der Konzentration 0.22 mM (erster Anstieg von ca . 200 
cps auf 2500 cps) wird durch eine Luftblase von einer zweiten 
folgenderi Konzentration von 0.68 mM (zweiter Anstieg auf 5200 
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CDS) getrennt durch die Meiikammer geleitet und dann durch 
Wasser ausgewaschen (Abfail von 5200 cps. auf 200 cps) , Das 
Eindringen der evaneszenten Welle in den Luftraum der Blase 
wird durch einen steiien Abfail der Fluoreszenz C'Nase'') von 
5 'der Ebene um 2500 cps direkt vor dem Anstieg auf 5200 cps 
sichtbar. Bei einer Durchf luBrate von 145 ml/h durch die 
Rheometerkammer {Kammervolumen : 120 lal) und einer 
LuftblasengroBe von 5, 10, 15 cm in einem Silikonschlauch 
(Durchmesser 1.3 mm) zugefuhrt, entspricht dies einem 
10 ungefahren Luftvolumen von 75 pi, 150 pi und 225 pi. Die Flache 
der ^^Nase"' nimmt mit der GroBe der Luftblas.e zu, was der 
langeren Verweildauer der evaneszenten Welle in der Blase 
entspricht. Da die evaneszente Welle unter den verwendeten 
experimentelle Bedingungen eine Eindringtief e von -250-300 nm 
15 besali, mufi> der durchdrungene Flussigkeitsf ilm eine 
Schichtdicke, die kleiner als 300 nm ist, besitzen. 
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Patentanspriiche 

1. Durchf luii-Scheranaiysator zur Messung der Adsorptions- 
Desorptions- und Reaktionskinetik von Molekiilen mit 
signalgebenden Eigenschaf ten an Oberflachen, umfassend 
einen Probenkammerblock 

mit einer darin befindlichen Probenkainmer zur Aufnahme 
von Analysen-, bzw. Puf f eriosung, die zumindest 
eine Probenkammerwand aus einem strahlungsdurchlassigen 
Material aufweist; 

mit einer Zuleitung fur die Pufferlosung in die 
Probenkammer und einer Ableitung fur die Pufferlosung 
aus der Probenkammer; und mit einer verschlieiibaren 
In j ektionsof f nung zum Einbringen einer Probenlosung auf 
der Zuleitungsseite der Probenkammer; 

Mittel zur Erzeugung von extrem diinnen Flussigkeits- 
schichten in der, in der Probenkammer befindlichen 
Pufferlosung, so dali die Geschwindigkeit der Adsorption der 
signalgebenden Molekule an der Melioberf lache nicht durch den 
Massentransport der Molekule zu dieser Grenzschicht zwischen 
Losung und Oberflache beeinfluiit wird; 

eine Analysatoreinheit fur die Leitung und Auswertung der 
von den signalgebenden Molekulen emittierten Signale, oder der 
durch die adsorbierten Molekule bedingten Beeinf lussung der 
physikalischen und optischen Parameter der Melioberf lache unter 
Anderung der von der Oberflache selbst ausgehenden meiibaren 
Oberf lachensignale oder -strahlung; 

aus falls erf orderlich, einer Strahlungsquelle, mindestens 
einem Strahlungsleiter und einem Strahlungsanalysator ; 

eine Pumpe zur Zufuhrung der Kammerlosung uber die 
Zuleitung in die Probenkammer; und gegebenenf alls 

eine Pumpe zur Abfuhrung der Kammerlosung aus der 
Probenkammer uber die Ableitung umfalit, 

wobei Mittel zur Verkleinerung des Flussigkeitsvolumens in 
der Probenkammer und zur Erzeugung von extrem diinnen 
Flussigkeitsschichten in Form einer zuleitungsseitig 
angeordneten Vorrichtung ausgebildet sind, die den Volumenstrom 
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der Kammerlosung in der Zuleitung durch Einbringen ■ von 
mindestens einer Volumeneinheit aus einem mit der Kammerlosung 
nicht mischbaren Fluid, gewiinschtenf alls unter Beauf schlagung 
mit Druck, in Volumenstromsegmente unterteilt, 

2. Analysator nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafi 
die Kammerlosung aus einer hydrophilen (polaren) oder 
hydrophoben (apolaren) Fliissigkeit besteht. 

3. Analysator nach Anspruch 1-2, dadurch geJcennzeichnet , 
dali das mit der jeweiligen Kammerlosung nicht mischbare Fluid 
aus Gas oder einer mit der Kammerf lussigkeit nicht mischbaren 
Fliissigkeit besteht. 

4. Anspruch nach 1-3, dadurch gekennzeichnet , dali die 
Kammerlosung aus einem Puffer besteht und das nicht mischbare 
Fluid aus Luft, 



5. Analysator nach Anspruch 1-4, dadurch gekennzeichnet, 
dali die Probenkammer zur Aufnahme von Analysen- bzw. 
Pufferlosung in Form einer strahlungsdurchlassigen 

Durchf luiikuvette mit einem senkrecht zur Flulirichtung 
rechteckigen oder kreisf ormigen Querschnitt ausgestattet ist.. 

6. Analysator nach Anspruch 1-5, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Strahlungsanalyseeinheit aus einer optischen Einheit 
aus einer Lichtquelle, die einen monochromatischen Lichtstrahl 
liefert, einem Strahlungsleiter , vorzugsweise einem optischen 
Prisma, und einem Strahlungsanalysator , vorzugsweise einem 
Emissionsmonochromator mit angeschlossener Auswertungseinheit 
besteht, wobei der Strahlungsleiter und die Lichtquelle derart 
zueinander angeordnet sind, dafi der aus der Lichtquelle 
austretende Lichtstrahl uber den auf der 

strahlungsdurchlassigen Probenkammerwand optisch gekoppelt 
angeordneten Strahlungsleiter in einem Winkel, der grofier als 
der kritische Winkel fiir das dichtere Medium ist, auf die 
Grenzschicht zwischen Probenkammerwand und Losung auftrifft. 
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und das gebildete Fluoreszenzlicht , das an der Gr^enzschicht 
zwischen Probenkammerwand und Probenf lussigkeit in der 
Probenkarmner erzeugt wird und im wesentlichen lotrecht zur 
Oberflache der Probenkammerwand austritt, uber ein optisches 
System in den Strahlungsanalysator geleitet wird. 

7. Analysator nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet , daii 
die Probenkammerwand aus einem strahlungsdurchlassigen Material 
aus einem Quarzglas, vorzugsweise in Form einer Quarzplatte, 
besteht . 

8. Analysator nach Anspruch 6 oder 7, dadurch. 
gekennzeichnet , dali der Strahlungsleiter ein Prisma oder eine 
Glasleiterfaser ist. 

9. Analysator nach Anspruch 6, 1 oder 8, dadurch 
gekennzeichnet, daii der Strahlungsanalysator ein 
Emissionsmonochromator ist . 

10. Verfahren nach Anspruch 1-9, dadurch gekennzeichnet, 
dai3 die signalgebenden Molekiile biologisch aktive Molekiile 
sind. 

11. Verfahren nach Anspruch 1-10, dadurch gekennzeichnet, 
daB die signalgebenden biologisch aktiven Molekule 
strahlungsf ahige Proteins sind, die mit Liganden reagieren 
konnen. 

12. Analysator nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, daJi die dem Probenkammerinneren zugewandte 
Seite der Probenkammerwand . aus einem strahlungsdurchlassigen 
Material mit einer die Ankopplung oder Bindung der 
strahlungsf ahigen Molekule erleicherternden Beschichtung 
versehen ist, die spezif izierend wirken kann . 



13. Analysator nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
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gekennzeichnet, dali die Mittel zur Erhohung der Durchmischung 
und zur Erzeugung der extrem dunnen Flussgkeitsschichten 
dadurch ausgebildet ' sind, dali die Probenkaminer in Form einer 
zylindrischen Rheometerkammer zur Aufnahme von Analysen- bzw. 
'Puf f erlosung ausgebildet ist, 

deren eines Ende von einer lichtdurchlassigen Quarzplatte 
dicht verschlossen ist, 

in der ein zylinderf orxniger Rotor aus einem 
lichtdurchlassigen Material drehbar gelagert ist, dessen 
AuBendurchmesser dem Innendurchmesser der Rheometerkammer 
angepaJit ist, wobei der zylindrische Rotor an der, der 
Quarzplatte zugewandten Seite kegelformig ausgebildet ist und 
die Quarzplatte mit der in der Drehachse des Rotors liegenden 
Kegelspitze beriihrt; und 

die eine Zuleitung und eine Ableitung fiir die Pufferlosung 
in die aus Rheometerkammerinnenwanden, Rotorkegel und 
lichtdurchlassiger Quarzplatte gebildeter Probenkammer , 
aufweist; und 

ein Motor zum Antrieb des Rotors vorgesehen ist. 

14. Analysator nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet , 
dali die Zuleitung und die Ableitung der Probenlosung im 
wesentlichen diametral zur Rotordrehachse angeordnet sind. 

15. Analysator nach Anspruch 13 oder 14,. dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Zuleitung und die Ableitung in der 
lichtdurchlassigen Quarzplatte angeordnet sind. 

16. Analysator nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
daii'die Zuleitung nahe der Drehachse des Rotors und die 
Ableitung am AuBenrand der Probenkammer in einer Linie mit der 
Drehachse des Rotors auf der lichtdurchlassigen Quarzplatte 
angeordnet sind. 

17. Analysator nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dali die verschliefibare 
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Injektionsof fnung zum Einbringen einer Probenlosung in die 
Probenkarnmer in der Zuleitung angeordnet ist. 

18. Analysator nach einem der Anspriiche 12-17, dadurch 
gekennzeichnet , daii der Winkel zwischen Rotorachse und 
Tangentiale an der Kegelmantelf lache 85*'-89.9° betragt. 

19. Analysator nach einem der Anspruche 12-18, dadurch 
gekennzeichnet , daii weitere Mittel zur Erzeugung extrem dunner 
Flussigkeitsschichten in Form einer zuieitungsseitig 
angeordneten Vorrichtung vorgesehen sind, wobei diese 
Vorrichtung den Volumenstrom der Pufferlosung in der Zuleitung 
durch Einbringen von Volumeneinheiten aus einem mit der 
Pufferlosung nicht mischbaren Fluid in Volumenstromsegmente 
unterteilt. 

20. Analysator nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet , 
daJ3 das mit der Pufferlosung nicht mischbare Fluid aus Gas oder 
einer mit der Pufferlosung nicht mischbaren Flussigkeit 
besteht . 

21. Verfahren zur Bestimmung der Dicke einer ultradunnen 
Flussigkeitsschicht, dadurch gekennzeichnet , dal^ man durch die 
Zufuhrung eines nicht mischbaren Fluids in den Flussigkeits- 
strom eines stark f luoreszierenden, nicht an der Grenzflache 
fest/flussig adsorbierenden Fluorophors eine ultradunne 
Flussigkeitsschicht auf der Meiioberf lache erzeugt und diese mit 
einer evaneszenten Lichtwelle grolierer Durchdringungstief e 
soweit durchstrahlt, daii es zu einem Melisignal, beispielsweise 
einer melibaren Reduktion des Fluoreszenzsignales , durch den 
Eintritt^der evaneszenten Welle in das Innere des nicht 

f luoreszierenden Fluids kommt . 

22- Verfahren zur Analyse einer Flussigkeit auf einen in 
der Flussigkeit vorhandenen Inhaltsstoff in einer Proben- 
analysekammer , dadurch gekennzeichnet, daii man den durch die 
Probenanalysekammer zu leitenden Flussigkeitsst rem in der 
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Zufuhrung vor Eintritt in die Probenanalysekammer v'durch ein mit 
der Flussigkeit nicht mischbares Fluid in Volumenstromsegmente 
unterteilt/ anschlieBend die segment ierten Volumenstromsegmente 
in die Probenanalysekammer leitet und dann die Volumenstrom- 
segmente in der Analysenkammer auf den Inhaltsstoff untersucht. 

23. Verfahren nach Anspruch 21-22, dadurch gekennzeichnet , 
daii das mit der Pufferlosung nicht mischbare Fluid aus Gas oder 
einer mit der Pufferlosung nicht mischbaren Flussigkeit 
besteht . 

24. Verfahren nach Anspruch 22 und 23, dadurch 
gekennzeichnet , daB sich der in der Flussigkeit vorhandene 
Inhaltsstoff in der fest-flussig Grenzschicht oder in der 

f lussig/"nicht mischbares Fluid" Grenzschicht (beispielsweise 
f lussig/gasf ormig) anreichert oder an der jeweils 
entsprechenden Grenzflache adsorbiert wird und zu mefitbaren 
Signalen f iihrt . 

25. Verfahren nach Anspruch 22-23, dadurch gekennzeichnet , 
daii sich der in der Flussigkeit vorhandene Inhaltsstoff im Bulk 
des nicht mischbaren Fluids anreichert und zu mefibaren Signalen 
f iihrt. 

26. Verfahren nach Anspruch 22-25, dadurch gekennzeichnet, 
dali man den Flussigkeitsstrom uber ein Zweiwegeventil mit je 
einer Zufuhrung fur den Flussigkeitsstrom und das mit der 
Pufferlosung nicht mischbare Fluid und einer gemeinsamen 
Abfuhrung in Richtung der Probenanalysenkammer leitet, wobei 
w^hfend der Analyse des Flussigkeitsstromes in der 
Probenanalysenkammer in Intervallen zwischen den beiden 
Zufiihrungspositionen am Zweiwegeventil intermittierend 
geschaltet wird. 



27, Verfahren nach Anspruch 1-26, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der scherkraf tbewirkende Flussigkeitsstrom, der die mit '^"^ 
Hilfe des Fluids erzeugte ultradiinne Flussigkeitsschicht auf 
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der Oberflache in Richtung der Stromung bewegt, "ftir die Messung 
des in der Fltissigkeit vorhandenen Inhaltsstof f s oder fiir die 
Bestimmung der Schichtdicke der Flussigkeitsschicht angehaiten 
wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 1-27, dadurch gekennzeichnet , 
daii der Fliissigkeitsstrom fiir die Messung des in der 
Flussigkeit vorhandenen Inhaltsstof fs oder der Schichtdicke in 
seiner Richtung umgekehrt wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 1-28, dadurch gekennzeichnet , 
daii die Temperatur fur die Messung des in der Flussigkeit 
vorhandenen Inhaltsstof fes die Temperatur sprunghaft verandert 
wird. . 

30. Verfahren zur Bestimmung der Adsorptions-, Desorptions- 
oder Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten von signalgebenden 
Molekulen an Oberflachen unter Verwendung des Analysators nach 
einem der Ansprilche 1 bis 29, das die folgenden Schritte 

umf aBt : 

Durchleiten einer Pufferlosung durch die Probenkammer im 
.Analysator ; 

Einbringen der zu untersuchenden Probenlosung uber die 
In j ektionsof f nung in die Probenkammer; 

Beauf schlagen des optischen Prismas mit monochromatischem 
Licht in einem kritischen Winkel von etwa 70°; 

Messen der Lichtintensitat des an der Grenzschicht zwischen 
Quarzplatte und Probenkammer erzeugten und im wesentlichen 
lotrecht zur Quarzplatte aus- und in den Emissionsmonochromator 
eintretenden Fluor eszenz licht es ; 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet , daii 
vor Einbringen der Probenlosung in die Probenkammer ein nicht 
mit der Probenlosung mischbares Fluid von maximal 1000 ]il in 
die Zuleitung eingebracht wird. 




wo 99/61896 ^ PCT/DE99/01529 

- 29 - 

32. Verfahren nach Anspruch 30 Oder 31, dadurch 
gekennzeichnet , dai3 das Fluid in Form einer Luftblase in die 
Probenkammer eingebracht wird. 
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